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Determinación de Legionella spp 
viable mediante qPCR  
utilizando la concentración óptima de PMA
Debido a la importancia que ha adquirido en 
los últimos años la enfermedad causada por 
la bacteria Legionella y ya que los métodos 
clásicos de detección, aislamiento y recuento 
en medios de cultivo selectivos requieren 
largos períodos de incubación, se propone el 
empleo de un método molecular (más sensible 
y específico) que preste un servicio más rápido 
y eficiente a la población: la qPCR (Polimerase 
Chain Reaction) combinada con una 
concentración óptima de Propidio Monoazida 
(PMA). Este método ofrece resultados en aguas 
de Legionella spp viable en 24 horas.
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Viable Legionella spp determination  
by qPCR using the optimal concentration 
of PMA 
Because of the importance it has acquired in recent 
years, the disease caused by the bacterium Legionella, 
and because conventional methods of detection, isolation 
and enumeration on selective culture media require long 
incubation periods, is proposed the use of a molecular 
method (more sensitive and specific) to provide faster 
service and efficient to the population: the qPCR 
(Polymerase Chain Reaction) combined with an optimal 
concentration of Propidium Monoazide (PMA). This method 
delivers results in the waters of Legionella spp viable in 
24 hours. 
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Legionella, qPCR, PMA, photoactivation, cell viability, water 
supply.
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2. Objetivos
En este trabajo, tras estudiar todas 
las ventajas e inconvenientes de am-
bas técnicas moleculares, se observa 
que la qPCR podía ser la herramien-
ta que mejor servicios ofrecía para 
lograr los objetivos fundamentales, 
que eran:
- Dar rapidez de resultados de Le-
gionella en aguas, incluso cuando se 
tienen muchas muestras que proce-
sar a la vez, y con una gran sensibili-
dad y especificidad.
- Que dichos resultados corres-
pondan a células vivas. 
En este sentido, la investigación 
se ha centrado en encontrar una 
manera de ofrecer resultados de Le-
gionella viable por qPCR en diversas 
matrices de aguas. 
Para el estudio de la viabilidad ce-
lular se pueden emplear diversos mé-
todos (Keer y Birch, 2003; Villarino et 
al., 2000), algunos basados en:
largos tiempos de incubación (10-
15 días) y una baja recuperación de 
células debido a la propia limitación 
del ensayo. Frente a estos, los méto-
dos moleculares se presentan como 
una alternativa, por ser muy sensi-
bles, permitir la detección de pocos 
microorganismos por volumen de 
muestra, ser muy rápidos, específi-
cos y, también, por detectar aquellas 
células que no pueden crecer en las 
condiciones que les ofrecen los me-
dios de cultivo.
En este sentido, métodos molecu-
lares basados en DNA, tales como 
PCR (Polimerase Chain Reaction) 
directa o PCR cuantitativa (qPCR) o 
DVC-FISH (recuento directo de célu-
las viables combinado con un fluo-
róforo marcador y posterior identi-
ficación y recuento), han emergido 
como una herramienta efectiva para 
los laboratorios de referencia y así 
ensayar más rápidamente las mues-
tras clínicas, de alimentos y ambien-
tales (Figura 1).
1. Introducción
La Legionella pneumophila es una 
bacteria sobradamente conocida co-
mo el agente causante de una de las 
más graves enfermedades pulmo-
nares, la llamada legionelosis, muy 
agresiva en personas con un sistema 
inmunológico comprometido que, 
incluso, llega a  causar una impor-
tante tasa de mortalidad. Se trata 
de una bacteria ambiental presente 
tanto en sólidos como en el medio 
natural acuático, en donde puede 
sobrevivir como un microorganismo 
de vida libre, como parte de biofilms 
o como parásito intracelular de ame-
bas y ciliados (Brand y Hacker, 1996; 
Steinert et al., 2002).
Dada la importancia que en los 
últimos tiempos ha adquirido este 
patógeno para la salud pública, se 
han ido desarrollando métodos más 
rápidos de detección y cuantifica-
ción de Legionella. Los métodos clá-
sicos de aislamiento de colonias por 
cultivo en medio selectivo suponen 
Figura 1. Vista general del Área de Microbiología de Gamaser.
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da en un radical nitreno altamente 
reactivo que reacciona con cualquier 
molécula orgánica que tenga próxi-
ma, incluido el DNA (Agustí et al., 
2012). Este enfoque analítico está 
todavía en desarrollo y se tiene que 
investigar más a fondo (Fittipaldi et 
al., 2012).Otro estudio sugirió, tam-
bién, que debido a la fotoactivación 
y la posterior unión, el DNA se volvía 
insoluble y desaparecía junto con el 
resto de desechos de la extracción 
del DNA (Nocker y Camper, 2006).
Así pues, en este caso el PMA sería 
la herramienta para la obtención de 
resultados de solo viables por PCR.
3. Esquema de trabajo
Atendiendo a lo anterior, el esquema 
de trabajo propuesto se basa en dos 
puntos:
- Buscar la concentración óptima 
de PMA para los ensayos de Legio-
nella spp por qPCR viable en agua 
desionizada estéril.
en el DNA de las células muertas, 
consigue inhibir su amplificación en 
la PCR. Este colorante solo puede 
penetrar en las células con la mem-
brana comprometida de las células 
muertas y, una vez dentro, se une al 
DNA irreversiblemente intercalándo-
se entre él y formando un complejo 
PMA-DNA gracias a la fotoactivación 
con una fuente de luz. En este esta-
do de unión, teóricamente, el DNA 
no puede amplificarse en la PCR 
(Nocker et al., 2007).
El modo de acción del PMA en las 
señales de amplificación del DNA to-
davía no se conoce (Fittipaldi et al., 
2012). El grupo azida que posee el 
colorante permite el enlace cova-
lente del colorante al DNA con una 
exposición constante a la luz. Un 
elemento tan vinculante dentro de la 
cadena de DNA podría ser la causa 
de la inhibición de la amplificación 
del DNA en la qPCR (Nocker y Cam-
per, 2009; Rudi et al., 2005). La foto-
lisis del PMA convierte al grupo azi-
- La actividad metabólica de las cé-
lulas (actividad esterasa, cadena de 
transporte de electrones, reducción 
de sales de tetrazolio, transporte de 
glucosa), inhibición de la girasa en la 
división celular (Direct Viable Count).
- La integridad celular (citrometría 
de flujo, integridad de la membrana 
celular).
- La presencia de ácidos nucleicos 
como mRNA, rRNA, hibridación  con 
sondas 16SrDNA o 23SrDNA marca-
das con fluoróforos (FISH).
En este estudio se emplea, como 
criterio de diferenciación de células 
vivas y muertas de Legionella, la in-
tegridad de la membrana celular en 
el método de la qPCR. Pero, ¿cómo 
se consigue una PCR de solo células 
viables utilizando la integridad de la 
membrana celular?
En la comunidad científica se es-
tá empleando como herramienta 
muy eficaz el colorante Propidio 
Monoazida (PMA) que, intercalado 
Figura 2. Detalle de la zona de ensayos dentro del Área de Microbiología de Gamaser.
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- Muestra con células muertas 
por calor con tratamiento con PMA 
(Muertas +PMA).
Se prepararon muestras de 1 l de 
agua desionizada estéril inoculadas 
con una concentración de células de 
Legionella tal que, al separar cada 
muestra en 9 concentrados de 100 
µl (tras la filtración y separación de 
las células) para los diferentes trata-
mientos (Vivas -PMA, Vivas +PMA, 
Muertas -PMA y Muertas +PMA) y 
sus duplicados, cada uno de los mis-
mos tuvieran concentraciones de 
103,104, 105 y 106 células. 
El noveno tubo de concentrado 
sería de células muertas para, de ahí, 
sembrar 0,1 ml en una placa de agar 
BCYE a 35 ºC durante 10 días y ob-
servar la efectividad del tratamiento 
de calor para matar las células.
Las concentraciones de PMA que 
se estudiaron fueron las siguientes: 
100 µM, 90 µM, 70 µM, 50 µM, 25 
µM y 6,25 µM.
Para cada una de esas concentra-
ciones de PMA, se analizaron mues-
tras inoculadas con 103,104, 105 y 
106 células de Legionella pneumo-
phila por duplicado.
4.3. Protocolo de ensayo
Un litro de agua desionizada estéril, 
tras ser inoculada con la concentra-
ción correspondiente, se filtra por 
una membrana de policarbonato de 
0,2 µm de poro y de 47 mm de diá-
metro (Isopore, 0,2 µm, Millipore). 
Tras la filtración, la membrana se lle-
va a 10 ml de agua desionizada esté-
ril. Se agita en un agitador de tubos 
(Poly-Prep Slides, Sigma) con 10 µl 
de suspensión teñida y se contaron 
células en 20 campos. Se empleó 
un microscopio de epifluorescencia 
Zeiss Axioskop II con un filtro de do-
ble banda. En verde se vieron las cé-
lulas vivas y en rojo, las que estaban 
muertas.
4.1. Tratamiento con calor para 
matar las células
Parte de los experimentos consis-
tieron en utilizar concentraciones 
conocidas de células muertas de 
Legionella. Los primeros experimen-
tos que se realizaron fueron para la 
determinación de la temperatura 
(Tª) óptima para matar a las células 
de Legionella pneumophila. Así, se 
comenzó utilizando una Tª de 72 ºC 
durante 15 minutos, pero se observó 
que seguían creciendo colonias en 
agar BCYE y que no era totalmen-
te efectivo. Se decidió subir la Tª a 
80 ºC manteniendo el tiempo, 15 
minutos, y se observó en repetidas 
muestras que no había crecimiento 
en ninguna placa de agar BCYE.
4.2. Preparación de las 
muestras a ensayar
Para cada concentración de células 
estudiada se han preparado las si-
guientes muestras:
- Muestra con células vivas sin tra-
tamiento con PMA (Vivas -PMA).
- Muestra con células vivas con 
tratamiento con PMA (Vivas +PMA).
- Muestra con células muertas 
por calor sin tratamiento con PMA 
(Muertas -PMA).
- Aplicar esa concentración para 
la determinación de Legionella spp y 
Legionella pneumophila en muestras 
de aguas de red.
4. Materiales y métodos
Los ensayos se llevaron a cabo en las 
instalaciones de Gamaser, en con-
creto en el Área de Microbiología. 
Este laboratorio pertenece al Grupo 
Aguas de Valencia (Figura 2).
El PMA empleado fue el de Bio-
tium (Hayward, CA, Estados Unidos).
Para la preparación de muestras 
de agua con concentraciones cono-
cidas de células de Legionella pneu-
mophila vivas se emplea el kit Film-
tracer Lived/Dead Biofilm Viability kit 
(Invitrogen, Fischer Scientific). Dicho 
kit lleva dos fluoróforos que tiñen 
los ácidos nucleicos: Syto 9 y ioduro 
de propidio (PI). Con la mezcla ade-
cuada de ambos colorantes, Syto 9 
penetra por la membrana, tanto in-
tacta como dañada, y tiñe las células 
de verde. El PI penetra solamente en 
las células de membrana dañada, 
desplazando al Syto 9 y tiñéndolas 
de rojo.
Se empleó una cepa de Legionella 
pneumophila procedente de la CECT 
(Legionella pneumophila subsp. 
pneumophila, serovar 1, Brenner et 
al., 1979. CECT 7109).
Las colonias de Legionella pneu-
mophila se hicieron crecer a 35 ºC 
en agar BCYE (Buffered Charcoal 
Yeast Extract). Una colonia de menos 
de 24 h de vida se resuspendió en 
100 ml de agua desionizada estéril. 
Tras 15 minutos en agitación, se to-
maron 250 µl y se llevaron a un tubo 
de microcentrífuga estéril al cual se 
le añadieron 0,75 µl de la mezcla de 
los dos reactivos, Syto 9 y PI. El tubo, 
al abrigo de la luz, se agitó en un 
vórtex para mezclar y luego se llevó 
a agitación durante 15 minutos evi-
tando que le diera la luz. A continua-
ción, se realizó el recuento en porta 
Se ha logrado determinar la bacteria Legionella viable 
para aguas de red en 24 horas, frente a los 10-15 días 
que tardan los métodos tradicionales 
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que se incorporan. Este CI permitirá 
evaluar la presencia de inhibidores 
de la PCR. En la qPCR se empleó el 
LightCycler FastStart DNA Master 
HybProbe (TIB Molbiol, Alemania). 
Se realizaron ensayos de detección 
cualitativa a 640 nm.
4.6. Resultados obtenidos con 
las concentraciones probadas 
de PMA
Con los resultados obtenidos a 100 
µM, 90 µM, 70 µM, 50 µM, 25 µM 
y 6,25 µM se observó que solo las 
concentraciones superiores a 50 µM 
conseguían la inhibición completa 
de señal de las muestras muertas y 
tratadas con PMA, por lo que se des-
cartaron las concentraciones de 6,25 
y 25 µM. Sin embargo, el resto de 
concentraciones, exceptuando la de 
50 µM, llegaron a reducir incluso to-
talmente la señal de las muestras vi-
vas tratadas con PMA. Por todo ello, 
se ha elegido dicha concentración, 
50 µM, como la más adecuada para 
la realización de este trabajo.
4.7. Ensayos realizados  
en muestras reales
La siguiente y última fase del expe-
rimento consistió en comprobar que 
dicha concentración de PMA, 50µM, 
podría funcionar en muestras reales 
de agua de consumo de la red de 
la ciudad de Valencia. Se repitieron 
los mismos experimentos que an-
desplaza al que se estaba utilizando 
hasta ahora, que era una exposición 
de la luz con una lámpara halógena 
a unos 20 cm de las muestras en el 
cual, para que las muestras no tu-
vieran excesivo calor, estas se colo-
caban sobre hielo. 
4.5. Extracción del DNA  
y qPCR
A continuación se realiza la extrac-
ción del DNA utilizando la resina 
quelante Chélex-100 (Real, Durviz, 
Valencia, España) (Lamballerie et al., 
1992). Los 8 primeros tubos, con 
las muestras tratadas y las no trata-
das, se centrifugaron a 8.000 rpm 
durante 10 minutos. Posteriormen-
te, se eliminó el sobrenadante y el 
pellet resultante se resuspendió en 
100 µL de Chélex-100. A continua-
ción se realizó la extracción del DNA 
manteniendo los tubos en un baño 
a 100 ºC durante 10 minutos, de-
jando enfriar a Tª ambiente y luego 
extrayendo el sobrenadante donde 
se encuentra el DNA, el cual se lleva 
a otro tubo tubo de microcentrífuga 
estéril de 1,5 ml donde queda listo 
para realizar la qPCR inmediatamen-
te, o se congela a -20 ºC hasta que 
se realice.
La PCR cuantitativa se realizó em-
pleando el equipo LightCycler 2.0 
de Roche Applied Science y el kit de 
Legionella spp LightMix (TIB Mol-
biol, Alemania) en un volumen final 
de 20 µl. Dicho kit proporciona un 
fragmento amplificado de 386 pb 
del gen 16S de Legionella spp con 
iniciadores específicos. El resultado 
de la qPCR se analiza con sondas 
de hibridación detectables en el ca-
nal 640 del equipo LightCycler 2.0. 
El propio kit lleva incorporado un 
control interno (CI) que consiste en 
una secuencia de DNA artificial que 
se amplifica simultáneamente con el 
DNA diana y que se añade a cada 
reacción con el resto de los reactivos 
(Multireax, Heidolph Instruments), a 
una velocidad de 2000 rpm y con 3 
mm de órbita, durante 10 minutos 
para obtener la separación de las 
células de la membrana. Pasado el 
tiempo de agitación, se extrae la 
membrana con mucho cuidado y el 
tubo se centrifuga durante 20 mi-
nutos a 4.000 rpm (Megafugue 1.0, 
Heraeus). Se extrae el sobrenadante 
y el pellet resultante se resuspende 
en 900 µl de agua desionizada esté-
ril para luego repartirlos en 9 tubos 
de microcentrífuga de 1,5 ml a ra-
zón de 100 µl por tubo.
De estos 9 tubos se realizan todos 
los tratamientos:
- Dos tubos para llevar directa-
mente a la extracción del DNA.
- Dos tubos para aplicarle el trata-
miento del PMA.
- Dos tubos para llevar a 80 ºC du-
rante 15 minutos para matar a las 
células.
- Dos tubos para llevar a 80 ºC 
durante 15 minutos para matar a 
las células y luego aplicarle el trata-
miento del PMA.
- El noveno para sembrar en agar 
BCYE el cual ha sido sometido a tra-
tamiento de calor. 
4.4. Tratamiento con PMA
Tras la adición del PMA en las can-
tidades adecuadas para conseguir 
las concentraciones de estudio (100 
µM, 90 µM, 70 µM, 50 µM, 25 µM 
y 6,25 µM), las muestras se incuban 
5 minutos a Tª ambiente en la os-
curidad para que entre en las célu-
las que tienen su membrana celular 
dañada, y se colocan en el equipo 
de fotoactivación con sistema led de 
iluminación azul constante (Phast 
Blue, GenIUL, Barcelona, España), 
durante 15 minutos para que el 
PMA se una al DNA de las células 
de Legionella no viables (Figura 3). 
Este nuevo sistema de iluminación 
Se propone el método  
de la qPCR combinada 
con el PMA como 
alternativa eficaz y 
rápida para los ensayos 
cualitativos de Legionella 
spp en aguas de red
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emplearon para Legionella spp y em-
pleando el kit de Legionella pneu-
mophila LightMix (TIB Molbiol, Ale-
mania) en un volumen final de 20 µl. 
Dicho kit proporciona un fragmento 
amplificado de 183 pb del gen MIP 
de Legionella pneumophila con ini-
ciadores específicos. El resultado de 
la PCR es analizado con sondas de 
hibridación detectables en el canal 
640. También se empleó el mismo 
cóctel que para las reacciones de 
Legionella spp, LightCycler FastStart 
DNA Master HybProbe (TIB Molbiol, 
Alemania). Se realizaron ensayos de 
detección cualitativa a 640 nm.
Los resultados obtenidos fueron 
óptimos para las concentraciones 
celulares habituales que puede haber 
en un agua de red. Para altas concen-
traciones de células, todavía se está 
trabajando en la fase experimental. 
5.4. Legionella pneumophila  
en aguas de piscina y torres  
de refrigeración
También se han realizado varios 
experimentos en aguas de piscina 
y aguas de torre de refrigeración 
y los resultados han sido óptimos 
en concentraciones de 103, pero a 
partir de 104 los resultados no han 
sido lineales. Se sigue investigando 
al respecto.
6. Conclusiones
Se propone el método de la qPCR 
combinada con el PMA como alter-
Los resultados obtenidos fueron 
óptimos para las concentraciones 
celulares estudiadas.
5.2. Legionella spp  
en aguas de piscina  
y torres de refrigeración
También se han realizado varios 
experimentos en aguas de piscina 
y aguas de torre de refrigeración y 
los resultados han sido óptimos en 
concentraciones de 103 y 104, pero 
a partir de 105 los resultados no han 
sido lineales. Se sigue investigando 
al respecto (Figura 4).
5.3. Legionella pneumophila 
en aguas de red
Se realizaron los mismos ensayos 
para la determinación cualitativa de 
Legionella pneumophila a partir de 
los mismos extraídos de DNA que se 
teriormente cuando se investigó la 
concentración idónea de PMA, pero 
solo a la concentración de 50 µM 
con agua de red.
5. Resultados
5.1. Legionella spp en aguas  
de red
Los resultados se muestran en la Ta-
bla 1. El incremento en la reducción 
de la señal por el efecto del PMA para 
células vivas a la concentración de 50 
µM ha sido de 1,0 (103 células) a 1,9 
(104 células). A la concentración de 
50 µM de PMA se inhibió por com-
pleto la señal de las células muertas 
con 50 ciclos de amplificación, con 
una inhibición de la señal de 22 Cp 
(Crossing point), tomando como re-
ferencia el valor de Cp de 10
6 células 
vivas sin PMA (21,9 ± 0,6).
Figura 3. Sistema de fotoactivación.
Tabla 1. Efecto del PMA (concentración 50 µM)  en las señales de amplificación en la qPCR para Legionella spp.
Mes Vivas  sin PMA     Vivas con PMA   ∆Cp
(b) Vivas  sin PMA   Muertas sin   PMA ∆Cp
(c) Muertas con   PMA
103  29,8 ± 0,4 (a)  30,8 ± 0,2      1,0 29,8 ± 0,4    30,4 ± 0,8     0,6 ND (d)
104 27,3 ± 0,3    29,2 ± 0,2      1,9 27,3 ± 0,3    28,0 ± 0,2     0,7 ND
105 24,7 ± 0,8    26,3 ± 1,1      1,6 24,7 ± 0,8    25,6 ± 0,9     0,9 ND
106 21,9 ± 0,6    23,6 ± 0,6      1,7 21,9 ± 0,6    23,5 ± 0,6     1,6 ND
Nota: (a) = los valores de CP corresponden a la media +/- desviación estándar (n = 2); (b) = ∆Cp: Cp Vivas con PMA - Cp Vivas sin PMA; (c) = ∆Cp: Cp Muertas 
sin PMA - Cp Vivas sin PMA; (d) = ND: no detectadas, inhibición completa por el PMA.
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nativa eficaz y rápida para los ensa-
yos cualitativos de Legionella spp en 
aguas de red.
El método oficial subestima los re-
sultados positivos y ofrece un gran 
peligro por tener el riesgo de dar re-
sultados falsos negativos, lo cual pone 
en peligro la salud pública. Es cierto 
que existe una propuesta al RD 865, 
que todavía no ha entrado en vigor, 
en la que se hace eco de los progresos 
técnicos y permitirán en empleo de la 
PCR para la toma de decisiones urgen-
tes como en el caso de brotes o positi-
vos, pero en ningún caso permiten la 
sustitución de sus datos por los de las 
técnicas de cultivo.
Es deseable que las autoridades 
sanitarias empiecen a tomar con-
ciencia de la calidad de los resulta-
dos moleculares y los puedan dar 
como válidos a la vista de estudios 
como este y, por qué no, puedan 
aparecer como nuevos métodos ofi-
ciales de ensayo.
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